Методические особенности определения активности липаз в семенах рапса by Никитенко, А. И. et al.




А. И. Никитенко, аспирант (БГТУ); 
В. Н. Леонтьев, кандидат химических наук, доцент, заведующий кафедрой (БГТУ);  
В. С. Болтовский, кандидат химических наук, доцент (БГТУ) 
МЕТОДИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
АКТИВНОСТИ ЛИПАЗ В СЕМЕНАХ РАПСА 
Разработан метод определения липолитической активности, состоящий из следующих ста-
дий: приготовление ферментной вытяжки, отделение высокомолекулярных соединений вытяжки 
от низкомолекулярных; концентрирование фермента методом диализа с помощью ПЭГ 20000; 
добавление субстрата к ферментному концентрату; выдерживание системы при 40°С в течение 
суток; титрование свободных жирных кислот раствором KOH в присутствии индикатора. Полу-
ченный концентрат также использовали для определения молекулярной массы фермента мето-
дом гель-хроматографии. Молекулярная масса составила 65кДа. 
A method for determination of lipolytic activity has been developed. It comprises the following 
stages: preparation of enzyme extract, separation of high-molecular compounds of the extract from low-
molecular compounds, enzyme concentration using dialysis method by means of PEG 20000, addition 
of enzyme extract to the substrate, maintaining the system at 40°C for 24 hours; titration of free fatty 
acids by KOH solution in the presence of the indicator. Received concentrate has also been used for de-
termination of the molecular weight of the lipase by gel-chromatography method. Molecular weight 
was 65 kDa. 
Введение. Рапс (лат. Brassica napus) – вид 
травянистых растений из рода Капуста семей-
ства Крестоцветные [1]. Одна из распростра-
ненных масличных культур, культивируемых 
на территории Республики Беларусь. Она явля-
ется основным сырьем для производства расти-
тельных масел и ценным источником кормово-
го белка. Одним из существенных факторов, 
влияющих на качество рапсового масла, в пер-
вую очередь нерафинированного, является дей-
ствие липолитических ферментов, попадающих 
в масло из семян в процессе его извлечения. 
Липаза (триацилглицеролацилгидролаза, 
стеапсин, трибутираза, липаза триглицеридов 
КФ 3.1.1.3) – фермент, катализирующий гидро-
литическое расщепление триацилглицеринов 
до глицерина и жирных кислот [2]. Это соеди-
нение представляет собой липопротеин с неор-
ганическим кофактором – ионами кальция. Уп-
рощенная схема гидролиза триацилглицеринов 




























R1, R2, R3 – остатки жирных кислот 
Рис. 1. Упрощенная схема гидролиза  
триацилглицеринов под действием липазы 
 
Источники: 
– семена некоторых растений (злаковые, 
масличные культуры); 
– животные ткани (поджелудочная железа); 
– микроорганизмы [3].  
Ферментативный гидролиз липидов – гете-
рогенный процесс. Липазы являются фермен-
тами поверхностного действия и активизиру-
ются, лишь находясь на поверхности суперсуб-
страта, нерастворимого в воде. Конформация 
фермента изменяется при связывании с суб-
стратом, и полипептидный участок, сдвигаясь в 
сторону, открывает доступ молекулам субстра-
та к активному центру [2]. Способность липаз 
функционировать на поверхности раздела фаз 
липид – вода подразумевает, что фермент взаи-
модействует с полярными и неполярными мо-
лекулами. Следует отметить, что взаимодейст-
вие с неполярными молекулами может вызвать 
конформационные изменения в структуре фер-
мента, вследствие чего появляется каталитиче-
ская активность. Наряду с вышесказанным ус-
тановлено, что чем выше степень диспергиро-
вания субстрата, тем быстрее идет липолиз. 
Вероятно, это связано с явлением сорбции 
фермента на поверхности субстрата. Считается, 
что именно этот процесс и является первым 
актом ферментативного липолиза, который 
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где Е – фермент; Sэ – эмульгированный суб-
страт; S – единичная молекула субстрата; 
(ЕS ⋅ Sэ)адс – фермент, адсорбированный на по-
верхности эмульгированного субстрата; (ЕS)m – 




В последнее время интерес к липазам зна-
чительно возрос в силу их большой роли и воз-
можности разнообразного применения в раз-
личных отраслях промышленности, органиче-
ском синтезе, медицине и т. д. [4]. 
Основная часть. Настоящее исследование 
основано на предположении о том, что при раз-
рушении семян в процессе их измельчения и 
прессования в технологии производства расти-
тельного масла происходит активация липазы, 
действие которой приводит к гидролизу триг-
лицеридов и тем самым к ухудшению качества 
конечного продукта, а именно к увеличению 
кислотного числа масла. Таким образом, оче-
видно, что целью настоящей работы является 
определение липолитической активности в 
жмыхе семян рапса, представляющее собой 
важную научно-практическую задачу, решение 
которой позволит повысить качество получае-
мого рапсового масла. 
В литературе приведено множество спосо-
бов определения липолитической активности с 
использованием различных физических и фи-
зико-химических методов с применением раз-
личных субстратов [4–10]. 
Первоначально использовали известный 
титриметрический метод определения липазной 
активности, применяемый для зерновых куль-
тур [5]. Метод заключается в приготовлении 
ферментной вытяжки в растворе фосфатного 
буфера (рН = 7) и субстрата, состоящего из рап-
сового масла, эмульгатора (Tween-20) и воды в 
виде эмульсии. В качестве субстрата использо-
вали эмульсию, поскольку ферментативный 
гидролиз является гетерогенным процессом и 
липаза действует на поверхности раздела фаз 
липид – вода. Далее к субстрату добавляли 
ферментную вытяжку и выдерживали при 40°С 
в течение суток. После окончания фермента-
тивной реакции определяли активность липазы 
путем титрования 0,01 н. раствором гидроксида 
калия в присутствии фенолфталеина. 
В качестве источника липазы использовали 
жмых, полученный при холодном прессовании 
предварительно измельченных семян. 
Однако в процессе эксперимента выясни-
лось, что ферментная вытяжка имела светло-
желтый цвет из-за незначительного перехода 
масла и пигментов в раствор. Поэтому в про-
цессе титрования не наблюдался резкий пере-
ход окраски. Была предпринята попытка ис-
пользовать другой индикатор, имеющий близ-
кий диапазон перехода окраски (бромтимловый 
синий – из желтого в синий). Однако он также 
не дал положительного результата. 
Следующим способом, с помощью которого 
была предпринята попытка установить точку 
эквивалентности, стало кондуктометрическое 
титрование. Данный метод основан на исполь-
зовании химической реакции, в результате ко-
торой происходит заметное изменение элек-
тропроводности раствора [11]. Так как электро-
проводность является функцией концентрации, 
то в ходе титрования происходит изменение ее 
величины: по мере прибавления титранта сле-
дят за изменением удельной электропроводно-
сти или сопротивления раствора. Кривые кон-
дуктометрического кислотно-основного тит-
рования имеют различный вид в зависимости 
от силы кислоты и основания. Поскольку в 
ходе ферментативного гидролиза образуются 
жирные кислоты, которые являются слабыми, 
то в данном случае происходит титрование 
слабой кислоты сильным основанием. При 
этом до точки эквивалентности должно на-
блюдаться некоторое снижение электропро-
водности, связанное с уменьшением концен-
трации кислоты, но не очень резкое. По мере 
накопления соли, обладающей одноименным с 
кислотой анионом, все в большей мере подав-
ляется диссоциация кислоты: вклад в диссо-
циацию хорошо диссоциирующей соли преоб-
ладает, поэтому электропроводность растет. 
После достижения точки эквивалентности из-
быток титранта, являющегося сильным осно-
ванием, приводит к резкому возрастанию 
электропроводности. На рис. 1 представлен 
общий вид, который должна иметь кривая 














Рис. 1. Кривая кондуктометрического титрования 
слабой кислоты сильным основанием: 
æ – электропроводность; ТЭ – точка  
эквивалентности; V – объем титранта 
 
Однако кривая титрования имела вид, пред-
ставленный на рис. 2. 
Такой вид кривой может быть связан с низ-
кой степенью диссоциации жирных кислот,  
а также с присутствием посторонних электро-
литов, так как фоновый сигнал становится 
столь значимым, что не удается зарегистриро-


















Рис. 2. Кривая кондуктометрического титрования 
свободных жирных кислот KOH, образовавшихся 
в субстрате в ходе ферментативного гидролиза 
 
Поэтому было принято решение после полу-
чения ферментной вытяжки отделять высокомоле-
кулярные вещества от низкомолекулярных. Для 
этого после центрифугирования полученный су-
пернатант пропускали через хроматографическую 
колонку (1,2×27 см), заполненную носителем 
Sephadex G 25 (Course). Концентрацию белка оп-
ределяли по методу Варбурга – Христиана, кото-
рый заключается в измерении оптической плотно-
сти раствора при 260 и 280 нм [12]. При этом кон-
центрация раствора вычисляется по формуле 
мг/мл 280 2601,55 0,76 ,С A A= ⋅ − ⋅           (1) 
где Cмг/мл – концентрация белка в исследуемой 
пробе, мг/мл; A280, A260 – оптическая плотность 
раствора при 280 и 260 нм соответственно. 
Полученный образец концентрировали в 
целлофановом мешочке путем погружения его 
в сухой ПЭГ 20000. В концентрате определяли 
активность, и поскольку концентрат не имел 
окраски, то в точке эквивалентности происхо-
дило резкое изменение окраски системы в при-
сутствии фенолфталеина. 
Проведенный анализ показал, что по отно-
шению к исследуемому объекту модифициро-
ванный нами метод позволяет получать ста-
бильные удовлетворительные результаты. 
Разработанный метод состоит из следую-
щих стадий: 
– приготовление ферментной вытяжки в 
растворе фосфатного буфера (pH = 7) и суб-
страта (эмульсия рапсового масла в присутст-
вии эмульгатора Tween-20); 
– отделение высокомолекулярных соедине-
ний вытяжки от низкомолекулярных; 
– концентрирование фермента методом 
диализа с помощью ПЭГ 20000; 
– добавление ферментного концентрата к 
субстрату; 
– выдерживание системы при 40°С в тече-
ние суток; 
– титрование свободных жирных кислот 
раствором KOH в присутствии индикатора. 
Активность липазы рассчитывалась по 
формуле 





                 (2) 
где A – активность липазы, мкмоль/ч·мг белка; 
C – концентрация KOH, моль/л; V1 – объем 
KOH, пошедший на титрование исследуемой 
пробы, мл; V0 – объем KOH, пошедший на тит-
рование контрольной пробы, мл; t – время вы-
держивания исследуемой пробы, ч; m – масса 
белка, содержащегося в исследуемой пробе, мг. 
Масса белка, содержащегося в исследуемой 
пробе, вычисляется по формуле 
мг/мл П ,m C V= ⋅                         (3) 
где ПV  – объем ферментного концентрата, при-



















Рис. 3. Профиль элюирования и активность липазы из семян рапса: 
а – активность липазы; б – профиль элюирования 


















































В дальнейшем полученный таким методом 
концентрат использовали для определения мо-
лекулярной массы фермента. Профиль элюиро-
вания представлен на рис. 3. Молекулярную 
массу липазы определяли методом гель-
хроматографии на колонке 1,2×88 см, запол-
ненной TOYAPEARL HW-55 (FINE). 
На рис. 4 показана зависимость объема 
элюирования от молекулярной массы белка, по 




Рис. 4. Зависимость молекулярной массы белка 
от объема элюирования: 
1 – альбумин сывороточный (человека) – 69 кДа; 
2 – яичный альбумин – 40 кДа;  
3 – кальмодулин – 17 кДа; 4 – цитохром С – 12 кДа 
 
Молекулярная масса липазы составила 
65 кДа, что не противоречит данным литерату-
ры [2]. 
Заключение. В ходе работы были изуче-
ны и апробированы различные методики оп-
ределения липолитической активности, на 
основании анализа которых был разработан 
метод, позволивший не только определить 
активность липазы, но и количественно ее 
оценить. 
Дальнейшие исследования будут направле-
ны на определение активности липазы семян 
озимого и ярового рапса различных сортов, 
анализ влияния липазы на качественные пока-
затели масла при различных временах экспози-
ции, выявление зависимости компонентного 
состава рапсового масла из семян различных 
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